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RESUMO

Estresses abioticos podem afetar o crescimento e desenvolvimento das plantas. O gene P5CS
(delta 1-pirrolina-5-carboxilato sintase) codifica uma enzima bifuncional, responsavel por
catalisar uma reacdo limitante da biossintese de prolina, a qual é conhecida por ser um
osmoprotetor, relacionada com a tolerancia a estresses abidticos em plantas, tais como a seca
e salinidade. Eugenia uniflora L. (Myrtaceae) é uma espécie de planta que ocorre
naturalmente na Mata Atlantica, podendo ser encontrada em diferentes ambientes, tais como
matas ciliares e restinga. Esses ambientes sdo bastante contrastantes em termos de clima,
composicdo de solo, aporte de nutrientes e disponibilidade de 4gua. A plasticidade adaptativa
a esses ambientes heterogéneos faz desta espécie um modelo natural para o entendimento
sobre mecanismos de adaptacdo e respostas a estresses ambientais. Tais mecanismos podem
estar relacionados a presenca de genes de respostas a estresses ambientais como, por exemplo,
0 gene P5CS. Entretanto, informagdes sobre o gene P5CS e o seu papel na tolerancia a
estresses abidticos em E. uniflora ainda ndo sdo conhecidas. O objetivo do presente trabalho
foi caracterizar o gene P5CS de E. uniflora (EuniP5CS) e avaliar o padréo de expressao desse
gene em plantas sob estresse hidrico. Para isso, plantas provenientes de ambientes de Restinga
no Rio de Janeiro e de Mata Ciliar no Rio Grande do Sul foram submetidas a diferentes
tempos de tratamento por escassez de agua. Andlises filogenéticas indicaram que o gene
EuniP5CS é um membro da familia génica P5CS e possui alta similaridade com P5CS de
Eucalyptus grandis e de outras espécies de plantas. Analises dos parametros fisioldgicos das
plantas sob condigdes de estresse demonstraram que as plantas de ambos os ambientes
(restinga e mata ciliar) respondem fisiologicamente da mesma forma ao estresse, tendo seus
potenciais hidricos e condutancias estomaticas diminuidos aos 14 dias de estresse. Andlises de
expressdo por RT-qPCR revelaram que a expressdao do EuniP5CS é aumentada durante o
estresse hidrico nas plantas tratadas provenientes da restinga. Comparando a expressdo do
gene EuniP5CS nas plantas controle provenientes da restinga e mata ciliar, observou-se maior
expressao desse gene nas plantas provenientes da mata ciliar do que naquelas provenientes da
restinga. Os resultados sugerem que o gene EuniP5CS caracterizado nesse estudo pode
desempenhar um papel importante em processos adaptativos dessa espécies nos diferentes
ambientes. Estudos funcionais do gene P5CS em Eugenia uniflora serdo importantes para o
entendimento do papel do gene e da tolerancia a estresses relacionado a prolina nessa espécie.

Palavras-chave: Prolina, P5CS; pitanga; estresse hidrico; adaptacao.



ABSTRACT

Abiotic stresses may affect growth and development of plants. PSCS (delta 1-pyrroline-5-
carboxylate synthase) gene encodes a bifunctional enzyme responsible for catalyzing a
limiting reaction of proline biosynthesis, which is known to be an osmoprotective that is
related to tolerance to abiotic stresses, such as drought and salinity. Eugenia uniflora L.
(Myrtaceae) is a plant species native of Atlantic Forest, occurring in distinct environments
like riparian forests in Rio Grande do Sul and restinga regions in southeastern and
northeastern Brazil. These are contrasting environments in terms of climate, composition of
soil, nutrient supply and water availability. Adaptive plasticity to these heterogeneous
environments makes this species a natural model for understanding adaptation mechanisms
and responses to environmental stresses. Such mechanisms may be related to the presence of
genes for responses to environmental stresses, such as the P5CS gene. However, information
on the P5CS gene and its role in abiotic stress tolerance in E. uniflora are not yet known.
Here, we goal to characterize the P5CS gene of E. uniflora (EuniP5CS) and evaluate its
expression pattern under water stress in plants from restinga environments and riparian forest.
Phylogenetic analyzes indicated that the EuniP5CS gene is a member of P5CS gene family
with high similarity to P5CS genes from Eucalyptus grandis and other plant species. Analysis
of physiological parameters of plants under the stress condition demonstrated that plants from
resting and riparian forest responded in the same way to stress, having their water potentials
and stomatal conductances decreased at 14 days of stress. Expression analyzes by RT-gPCR
revealed that the expression of EuniP5CS is increased during water stress in the treated plants
from restinga. Comparative analysis of EuniP5CS expression in control plants from riparian
forest and restinga demonstrated that EuniP5CS from riparian forest present higher expression
than those from restinga. The results suggest that EuniP5CS gene characterized in this study
may play an important role in adaptation processes of this species in such distinct
environments. Future functional studies of the P5CS gene in Eugenia uniflora will be
important to better understand the role of the gene and the proline-related stress tolerance in

this species.

Keywords: Proline, P5CS; pitanga; drought stress; adaptation.
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1 INTRODUCAO

1.1 A Eugenia uniflora L.

A planta nativa Eugenia uniflora L., popularmente conhecida no Brasil como
pitangueira, pertence a familia Myrtaceae e estd muito presente na vegetacdo costeira
brasileira (MARGIS et al., 2002), bem como em matas ciliares no extremo Sul da Mata
Atlantica. Eugenia uniflora é bastante versatil e cresce em uma variedade de regides
fitogeogréficas no dominio da Mata Atlantica (SALGUEIRO et al., 2004), ocorrendo em
regides com diferentes condigdes de solo e clima, desde o estado do Rio Grande do Sul até o
estado de Pernambuco no Brasil, bem como no nordeste da Argentina, Uruguai e Paraguai
(ROTMAN, 1995). Por crescer naturalmente nesses ecossistemas com condi¢Ges ambientais
diferentes, essa espécie também apresenta algumas caracteristicas fenotipicas que diferem
entre um ambiente e outro. Na vegetacdo da planicie costeira arenosa (Restinga) no Sudeste e
Sul do Brasil ela cresce como arbusto ou arvore pequena (ARAUJO et al., 1998;
DILLENBURG; WAECHTER; PORTO, 1993), enquanto que nas encostas da Mata Atlantica
aparece na vegetacdo de mata ciliar como arvore (BARROSO; MARQUES, 1997). A figura 1
mostra no mapa esses dois ecossistemas em que a E. uniflora esté presente e também imagens

de como as plantas se apresentam nesses ambientes.

)

Figura 1. Area de distribuicio da Eugenia uniflora. (A) Os circulos no mapa indicam as regides onde E. uniflora esta presente.
O circulo pontilhado vernelho representa as plantas em regides de Mata Ciliar e o circulo pontilhado azul representa as plantas em
regides de Restinga. (B) Foto do ambiente onde as plantas vivem no Rio de Janeiro (Restinga). com solos arenosos, baixa
disponibilidade de agua e alta salinidade. (C) Foto do ambiente onde as plantas vivem no Rio Grande do Sul (Mata Ciliar), com
solos organicos e grande disponibilidade de agua e nutrientes.
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Sabe-se que o ambiente de Restinga possui condicdes ambientais que dificultam o
crescimento de plantas, como solos pobres em nutrientes, solo arenoso e influéncia
permanente da salinidade (SCARANO, 2009). Ja na vegetacdo de mata ciliar, existe um
ambiente composto por varias comunidades/habitats de plantas distintas que encontram
melhores condic¢des de crescimento, como maior disponibilidade de adgua e solos mais férteis
(RODRIGUES; NAVE, 2004). Um estudo recente de filogeografia e demografia usando
marcadores neutros sugeriu que existem historias evolutivas distintas nas populacdes de E.
uniflora do sul ao norte da distribuicdo (TURCHETTO-ZOLET et al., 2016). As populacdes
do Sul da Mata Atlantica se mostraram estaveis ao longo do tempo e com uma maior
diversidade genética do que as populacdes do Norte da Mata Atlantica, as quais mostraram
crescimento populacional recente. Isso sugere que as populagdes respondem de forma
diferente aos efeitos e processos ecoldgicos passados. Os resultados desse trabalho chamam a
atencdo para o entendimento de processos adaptativos nessa espécie.

E. uniflora é uma espécie de planta nativa do Brasil que possui grande importancia
ecoldgica, sendo importante nas comunidades vegetais onde habita, servindo de alimento para
diversas espécies de passaros e para recuperacdo de areas degradadas (ALMEIDA; FARIA,
SILVA, 2012). Alem disso, devido as caracteristicas de seus frutos e folhas, ricos em
vitaminas e Oleos essenciais, apresenta grande potencial para exploracdo econdmica
(ALMEIDA; FARIA;SILVA, 2012). Devido a esses 6leos essenciais presentes, ela pode ser
utilizada na producdo de cosméticos e na medicina popular, atuando como anti-diarréicos,
diuréticos, antifebril, anti-reumaticos, entre outros (COSTA et al., 2013) Genotipos que
possuem alto potencial produtivo e boas caracteristicas agronémicas tém sido selecionados
pela Empresa Pernambucana de Pesquisa Agropecuaria - IPA, no Nordeste brasileiro
(BEZERRA; SILVA JUNIOR; LEDERMAN, 2008). No Brasil, existem areas de plantio
comercial de E. uniflora no estado do Pernambuco, demonstrando o crescimento da
importancia econémica da espécie (BEZERRA et al., 2002; BEZERRA; SILVA JUNIOR;
LEDERMAN, 2008). Apesar desse interesse econdmico e ecoldgico, E. uniflora ainda é
pouco estudada em relacdo a sua plasticidade adaptativa. A sua historia evolutiva e seu
crescimento em ambientes heterogéneos torna essa espécie um modelo natural para entender
mecanismos de adaptacdo e respostas ao estresse ambiental. Os dados de variabilidade
genetica de E. uniflora sdo importantes para agdes que visam o melhoramento genético e a

conservacao da espécie, tendo em vista o cultivo e exploracdo comercial.
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1.2 Adaptacéo a estresses ambientais

Os estresses abidticos aos quais as plantas estao sujeitas ao longo de suas vidas trazem
muitas vezes efeitos negativos, entre eles a mudanca do crescimento e desenvolvimento da
planta (AROCA, 2012). Entre esses estresses, encontram-se a seca, alta salinidade e
condicOes de temperaturas extremas que afetam as plantas devido a uma série de mudancas
morfoldgicas, fisiologicas e moleculares por qual elas passam (MICKELBART,;
HASEGAWA,; BAILEY-SERRES, 2015; WANG et al., 2001). Sendo a seca um dos maiores
fatores limitantes no crescimento das plantas, entender os mecanismos de respostas que elas
desenvolvem € de extrema importancia. A adaptacdo ou tolerancia a estresses ambientais séo
geralmente regulados por processos celulares. Os osmoprotetores tém sido relacionados com
mecanismos de protecdo que as plantas desenvolvem para lidar com os estresses abioticos,
sem perturbar o metabolismo da planta (MOLINARI et al., 2004). Por exemplo, sob estresse
por seca, as plantas podem aumentar o potencial osmético das suas células sintetizando e
acumulando osmdlitos compativeis, tais como a prolina (DELAUNEY; VERMA, 1993), a
qual desempenha um papel importante na osmoprotecdo e crioprotecdo em diversos
organismos, tais como bactérias, plantas e insetos (VERBRUGGEN; HERMANS, 2008;
MOLINARI et al., 2004). Estudos provaram a eficacia do ajuste osmético por osmoprotetores
usando plantas transgénicas que acumularam maiores concentragdes de prolina (GUAN et al.,
2014; CHOUDHARY; SAIRAM; TYAGI, 2005; KISHOR et al., 1995).

As plantas sob estresse por seca desequilibram o balanco entre antioxidantes e a
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), causando o estresse oxidativo (Figura 2).
Alem disso, os estdmatos se fecham, diminuindo o contetdo de CO; interno das folhas, a taxa
de fotossintese e o potencial hidrico (AROCA, 2012; VERSLUES et al., 2006). Dessa forma,
as plantas podem sobreviver a esse estresse estimulando uma série de mudancas fisioldgicas e
bioquimicas, entre elas o mantimento do turgor das células, eliminando ROS que sdo
produzidas e reduzindo a evaporacgdo de dgua com o acimulo de osmolitos e fechamento dos
estomatos (SEKI et al., 2007; SHINOZAKI; YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2007). O acumulo
de omdlitos como a prolina, sacarose, poliaminas, manitol e pinitol, contribui para a
manutencdo do equilibrio hidrico das plantas sob estresse e protege proteinas, enzimas e
membranas celulares (ASHRAF et al., 2011; MARIJUAN; BOSCH, 2013). O ajuste osmatico
é um dos melhores mecanismos fisiologicos para a manutencdo da turgescéncia celular das
plantas que estdo sob condicdes de estresse hidrico (MARIJUAN; BOSCH, 2013).
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Figura 2. Possiveis danos causados nas plantas pelo estresse hidrico. A seca perturba o balango entre a produgido de ROS e a
defesa pelas enzimas antioxidantes, causando o acumulo de ROS, que induz o estresse oxidativo. Com o fechamento dos
estomatos, o CO: interno diminui, fornecendo mais elétrons para a produgdo de ROS e também promovendo o aumento da
fotorespiragfio e declinio da taxa de fotossintese. Figura baseada em AROCA, 2012.

Um estudo recente demonstrou que E. uniflora apresenta uma rapida resposta ao
estresse hidrico porque em condic¢des de seca diminui sua atividade fotossintética, aumenta o
controle dos estbmatos, reduz o contetdo de &gua na folha e aumenta o acimulo de osmolitos
(como a prolina, por exemplo) (TOSCANO et al., 2016). Desta forma, o fato de E. uniflora
ocorrer em diferentes condi¢cdes ambientais a torna uma espécie interessante para se estudar

0s genes envolvidos na sintese de prolina e também na adaptacéo a estresses ambientais.
1.3 A via de biossintese de Prolina e o0 gene P5CS

O aminoéacido prolina € um dos solutos celulares mais importantes e em altas
concentragcdes ndo sO participa do ajuste osmatico, mas também pode proteger as plantas de
estresses ambientais (TOSCANO et al., 2016; FILIPPOU et al., 2014; MAGGIO et al., 2002).
O acumulo de prolina em plantas tem sido reportado durante condi¢des de estresses abioticos,
como seca, alta salinidade, alta luminosidade e estresse oxidativo (SZABADOS; SAVOURE,
2010). Dentre os varios papéis que a prolina exerce, estd a protecdo de processos celulares
devido ao auxilio na remocdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) (MATYSIK et al.,
2002; SMIRNOFF; CUMBES, 1989); a estabilizacdo de proteinas, membranas e estruturas
subcelulares devido ao equilibrio dos osmolitos extracelulares e intracelulares (MATYSIK et
al.,, 2002); a atuacdo como estoque de energia e potencial reducional (SZABADOS;
SAVOURE, 2010); e o auxilio na protecio de enzimas e estruturas celulares
(VERBRUGGEN; HERMANS, 2008; CHINNUSAMY; JAGENDORF; ZHU, 2005). Em

condicdes de estresse hidrico, por exemplo, a biossintese de prolina é ativada e seu
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catabolismo sofre repressdo, enquanto que durante a reidratacdo acontece a situacdo oposta
(SZABADOS; SAVOURE, 2010).

A via de biossintese de prolina foi primeiramente elucidada em bactérias e tem inicio
com a fosforilagdo do acido glutdmico dependente de ATP pela atividade da enzima y-
glutamil quinase (y-GK - EC 2.7.2.11), codificada pelo gene proB. O produto de y-GK ¢é
reduzido para semialdeido glutdmico (GSA) pela y-glutamil fosfato redutase (y-GPR-
EC1.2.1.41), codificada pelo gene proA (MAHAN; CSONKA, 1983; ORSER et al., 1988)
GSA cicliza espontaneamente para formar deltal-pirrolina-5-carboxilato (P5C) que ¢é
reduzido para prolina pela enzima P5C redutase (P5CR - EC1.5.1.2, codificada pelo gene
proC) (HU; DELAUNEY; VERMA, 1992; IGARASHI et al., 1997). Em plantas, a
biossintese de prolina se assemelha a via bacteriana e utiliza o &cido glutdmico ou ornitina
como substratos, sendo o acido glutamico preferido em condic6es de estresse (DELAUNEY;
VERMA, 1993). Este processo também é conservado em outros organismos. A enzima
bifuncional P5CS (delta 1-pirrolina-5-carboxilato sintase) catalisa as duas primeiras etapas da
sintese da prolina em plantas (Figura 3). P5CS exerce tanto a atividade de y-glutamil quinase,
como a atividade de y-glutamil fosfato redutase (SZABADOS; SAVOURE, 2010).

Mitocéndri Citosol /" Cloroplaste
iocondria oroplasto
= Glutamato P

P5CS2

P5CS1 PGl
/. Sy
GSA S e GSA
P5C 4 P5C

K\ Prolina S /

Figura 3. Rota proposta para a biossintese de prolina em plantas. Os dados foram obtidos usando Arabidopsis, porém podem
ser validados para outras espécies. A via de produgédo de prolina estd marcada com linhas verdes e a via de catabolismo em linhas
vermelhas. Nas células meristematicas e embriondrias, a biossintese ocorre no citosol e ¢ mediada pelas enzimas P5CS e P5CR.
Sob condigdes de estresse, PSCS1 se acumula nos cloroplastos levando a uma maior produgdo de prolina. A degradagéo de prolina
ocorre nas mitocondrias, onde a prolina € oxidada para P5C e glutamato por meio da agdo de PDH e PSCDH. Figura baseada em
SZABADOS; SAVOURE, 2010.

Na maioria das espécies de plantas, PSCS é codificada por dois genes (P5CS1 e
P5CS2) (SZABADOS; SAVOURE, 2010; TURCHETTO-ZOLET; MARGIS-PINHEIRO;

MARGIS, 2009), resultante de eventos de duplicagdo evolutivas independentes. Entretanto, as
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enzimas codificadas por estes dois genes duplicados, estudadas até o momento, parecem
desempenhar funcGes ndo redundantes e seus genes apresentam diferentes padrdes de
expressdo (SILVA-ORTEGA et al., 2008; FARZANEH; JAZI; MOTAMED, 2005;
GINZBERG et al., 1998). O P5CS tem sido isolado de plantas e estudos com esse gene tém
sido feitos para entender o papel que desempenha em plantas. Estudos ja demonstraram que 0
aumento da enzima bifuncional P5CS sob estresses ambientais pode acumular prolina nas
plantas, favorecendo o ajuste osmético (CHOUDHARY; SAIRAM; TYAGI, 2005; PENG,;
LU; VERMA, 1996; KISHOR et al., 1995).

1.4 Caracterizagéo do gene P5CS in silico

A maioria dos estudos de caracterizacdo da sequéncia do gene P5CS de espécies de
plantas que se encontram na literatura sdo derivados de experimentos com clonagem
molecular (WANG et al., 2017; ZHOU et al., 2016; CAO et al., 2015; ZHUANG et al., 2011).
Entretanto, com as novas tecnologias oferecidas pela bioinformatica é possivel atualmente
realizar essa caracterizacdo in silico, como ja foi vista em outro estudo (RAMADAN;
HASSANEIN, 2014), utilizando o transcritoma ou 0 genoma para a predicdo da sequéncia do
gene.

Os avancos em gendmica e tecnologia de sequenciamento de DNA (Next Generation
Sequencing - NGS) estdo revolucionando o entendimento sobre mecanismos evolutivos e
moleculares. Embora projetos genoma de espécies nativas ainda sejam escassos em espécies
ndo modelos, os dados de transcritoma agora podem ser facilmente produzidos, o que tem
facilitado a identificacdo de genes candidatos de resposta as variagdes ambientais em muitas
espécies nativas. O transcriptoma de E. uniflora foi recentemente publicado (GUZMAN et al.,
2014) e serve como base para a identificacdo e caracterizacdo de genes nessa espécie como,
por exemplo, o gene P5CS. A caracterizacdo deste gene nas diferentes linhagens desta espécie
sera de grande relevancia para o entendimento de mecanismos moleculares de adaptacdo aos

ambientes contrastantes em que a E. uniflora é encontrada.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

O objetivo do presente estudo é identificar e caracterizar PSCS (delta 1-pirrolina-5-
carboxilato sintase) de Eugenia uniflora e verificar seu perfil de expressdo sob condicdes de
estresse hidrico.

2.2 Objetivos Especificos

a. Identificar sequéncias de P5CS no transcritoma de Eugenia uniflora por meio de
analises in silico;

b. Caracterizar e anotar os genes P5CS de E. uniflora, usando ferramentas de
bioinformatica;

c. Caracterizar a estrutura génica e proteica do gene P5CS de E. uniflora e comparar com
a estrutura de genes P5CS de outras espécies de plantas;

d. Verificar caracteristicas fisioldgicas de plantas de E. uniflora provenientes de
ambientes contrastantes e submetidas a estresse por seca em ambiente controlado;

e. Analisar o perfil de expressao do gene P5CS de E. uniflora sob condic¢des de estresse

por seca.
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3 JUSTIFICATIVA

Vaérios esforcos vém sendo feitos em diferentes espécies para manipular o gene P5CS,
com o objetivo de obter plantas que sdo capazes de crescer no deserto ou areas de terras com
excesso de salinidade (KISHOR et al., 1995; YOSHIBA et al., 1995; VERBRUGGEN;
HERMANS, 2008; DELAUNEY; VERMA, 1993; HMIDA-SAYARI et al., 2005; XUE; LIU;
HUA, 2009). Desta forma, estudar este gene em espécies que naturalmente ocorrem em
ambientes indspitos podem render informacGes importantes do ponto de vista do
entendimento dos mecanismos de evolucdo adaptativa, bem como da aplicacao biotecnoldgica
destes genes. Além disso, o entendimento profundo sobre a evolu¢do molecular destes genes
em plantas é de extrema relevancia para a compreensdo dos mecanismos adaptativos e de
tolerancia as adversidades ambientais a que as plantas estdo expostas. O presente estudo foi
realizado para caracterizar o P5CS de Eugenia uniflora e investigar o possivel papel dessa

enzima no processo de adaptacdo dessa espécie.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ldentificagdo e analise da sequéncia do gene P5CS de Eugenia uniflora

A identificacdo da sequéncia do gene P5CS de E. uniflora foi realizada baseada em
buscas por blast (basic local alignment search tool) utilizando scripts de Perl entre o
transcritoma (GUZMAN et al., 2014) e um rascunho da primeira versdao do genoma de E.
uniflora (dados néo publicados). A predicao da estrutura do gene foi feita com o FGENESH,
uma ferramenta online do SoftBerry (www.softberry.com), utilizando como modelo a espécie
Eucalyptus grandis, que tem genoma sequenciado e anotado e também pertence a familia
Myrtaceae. A validacdo da sequéncia encontrada foi feita ancorando os reads (fragmentos
curtos de sequéncias de DNA gerados a partir do sequenciamento) de uma biblioteca de
RNAseq de folhas de E. uniflora na sequéncia predita usando o programa Bowtie
(LANGMEAD et al., 2009). Para a visualizacdo do ancoramento foi utilizado o programa
Tablet (MILNE et al., 2009).

Sequéncias proteicas de P5CS de outras espécies de plantas foram obtidas no NCBI
Protein (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/) para descobrir a relacdo filogenética de
EuniP5CS com outros genes da mesma familia. O alinhamento multiplo da sequéncia proteica
predita do P5CS de E.uniflora (EuniP5CS) e das sequéncias de P5CS selecionadas de outras
espécies foi realizado com o programa Muscle (EDGAR, 2004). O alinhamento maultiplo foi
manualmente analisado e editado e apenas posi¢6es alinhadas ndo ambiguas foram incluidas
na analise filogenética. Apos o alinhamento, foi realizada a reconstru¢cdo de uma arvore
filogenética com as sequéncias do P5CS utilizando o método de maxima verossimilhanca com
0 programa RAXML v8.2 (STAMATAKIS, 2014). O modelo de evolucdo utilizado nessa
analise foi o0 modelo LG para a matriz de substituicdo de proteinas, escolhido a partir do
programa PartitionFinder 2 (LANFEAR et al., 2016). A analise foi rodada com um bootstrap
de 500. A arvore foi visualizada e editada com o programa FigTree v1.4.3.

4.2 Plantas e condic¢Oes do experimento

Sementes de Eugenia uniflora foram coletadas em regides de Mata Ciliar no Rio
Grande do Sul, Brasil e em regides de Restinga no Rio de Janeiro, Brasil. Trinta plantas de
cada regido foram cultivadas em casa de vegetagcdo com condigdes controladas localizadas na

Universidade Federal do Rio Grande do Sul (Porto Alegre, Brasil). Trés meses ap0s a
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germinacdo das plantas de E. uniflora, elas foram submetidas ao tratamento de estresse
hidrico. Foram realizados trés tratamentos: 5, 8 e 14 dias de escassez completa de agua. Cada
tratamento possuia um grupo controle onde as plantas receberam agua normalmente a cada

dois dias. Foram feitas quintuplicatas biologicas para cada tratamento e seu controle.

— Grupo | Grupo 2 Girupo 3 Grupo 4 Grupo 5

(LN BIE N BEE N BRI N BEE N J
Plantas RS . . . . .
[ @ @ [ @

—_ Girupo | Girupo 2 Cirupo 3 Grupo 4 Cirupo 5

LN B N BEE N BRI N BEN N J
Plantas RJ ® ® ® ® @
o ® o o o

Figura 4. Esquema da distribui¢io das plantas durante o experimento de seca. Os circulos azuis representam as plantas
submetidas ao primeiro tratamento de seca (5 dias), os circulos verdes ao segundo tratamento de seca (8 dias) e os circulos laranjas
ao terceiro tratamento de seca (14 dias). Os circulos vermelhos representam as plantas controles de cada tratamento. A divisdo em
cinco grupos representa as replicatas biologicas.

4.3 Parametros Fisiologicos

No inicio do experimento (dia zero) todas as plantas do experimento foram pesadas
em seus potes enquanto ainda estavam em condicdes de boa irrigacdo. Cada grupo de plantas
também foi pesado ao final do seu respectivo tratamento de seca para avaliar e comparar a
disponibilidade de &gua no solo. No dia 5 do experimento, a condutancia estomatica (gs) de
uma folha totalmente expandida e ndo murcha por planta, do respectivo grupo desse
tratamento de seca, foi medida em estufa utilizando um porémetro em estado estacionario (L.i-
1600, Li-Cor Inc., Lincoln, NE). As medidas de condutancia foram todas realizadas no
mesmo horario. As plantas foram entdo levadas ao laboratério ao final do dia e tiveram seu
potencial hidrico medido no inicio da manha seguinte utilizando uma camera de pressdo do
tipo Scolander (Soil Moisture Equipment Corp., Series 300, Santa Barbara, CA). As mesmas
medidas foram realizadas no dia 8 e 14 do experimento nas plantas desses respectivos
tratamentos de seca.

Os dados foram submetidos a uma analise estatistica pela analise de variancia
(ANOVA), com p<0.05, no programa SigmaPlot v11.0. Foram avaliadas as diferencas entre
plantas controle e tratadas do mesmo ambiente, entre plantas controles da restinga e controles

da mata ciliar e entre plantas tratadas da restinga e tratadas da mata ciliar, para dessa forma
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ndo so obter informacdes a respeito das respostas ao estresse hidrico, mas também avaliar a

resposta das plantas de acordo com o ambiente.

4.4 Extracdo de RNA e sintese de cDNA

Folhas das plantas controle e tratadas de cada tratamento foram coletadas, colocadas
imediatamente em nitrogénio liquido e armazenadas em freezer -80°C para posterior extracéo
do RNA total. O RNA de folhas de plantas de E. uniflora de cada tratamento do estresse
hidrico foi isolado para analises por RT-qPCR. Para a extracdo total do RNA, foi utilizada
uma combinagdo do método CTAB (GAMBINO; PERRONE; GRIBAUDO, 2008) e o kit
comercial Direct-zol™ (Zimo Research). Em resumo, aproximadamente 100 mg de cada
amostra macerada em nitrogénio liquido foi utilizada para a extracdo. O tampdo de extracdo
(2% CTAB, 2.0% PVP-40, 2 M NaCl, 100 mM Tris—HCI pH 8.0, 25 mM EDTA pH 8.0 e 2%
de p-mercaptoetanol adicionado antes do uso) foi aquecido a 65°C em banho-maria. Em cada
amostra foi adicionado 800uL do tampao de extragdo e os tubos foram incubadas a 65°C por
10 minutos. O mesmo volume de cloroférmio:alcool isoamil (24:1) foi adicionado em cada
amostra e os tubos foram para a centrifuga a 7000 x g por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante
foi recolhido e transferido para um novo tubo e 0 mesmo volume recolhido foi adicionado de
etanol 96%. ApOs essas etapas, seguiu-se com as etapas do protocolo do kit de extracdo
(seguindo as instrucdes do fabricante). A integridade do RNA foi avaliada por eletroforese em
gel de agarose 1%.

A sintese de cDNA foi realizada com 1pg de mRNA purificado. Cada reacdo foi
preparada com primer dT24V 1 uM (Alpha DNA, Montreal, QC, Canadd). Antes da
transcricdo, 0 RNA e o primer dT24V foram misturados com &gua isenta de RNAase até
chegar no volume total de 10 pL e incubados a 70°C por 5 min para desnaturacdo, seguidas de
transferéncia imediata para o gelo. As reacdes foram feitas com tampdo 1X M-MLV RT, 0.5
mM dNTP (Ludwig, Porto Alegre, RS, Brasil) e 200 unidades da enzima transcriptase reversa
M-MLV (Promega, Madison, WI, EUA), em um volume final de 30 pL. A sintese de cDNA
foi realizada a 40° C por 60 min em um Termociclador Veriti (Applied Biosystems, Foster
City, CA, EUA). Todas as amostras de cDNA foram diluidas 100 vezes com &gua livre de
RNase antes de serem usadas na analise de RT-gPCR.
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4.5 Quantificacdo da expressao do gene EuniP5CS via PCR quantitativo em tempo real
(RT-gPCR)

Para validar e investigar a expressdo do gene EuniP5CS no tecido das folhas foi
realizado um RT-qPCR. Os primers para a amplificacdo da sequéncia do P5CS identificada
no transcritoma foram projetados utilizando o programa Primer 3 (UNTERGASSER et al.,
2012): EuniP5CS rt2F 5’-AGCTGTTCGAAGTGGGAATG-3’ e EuniP5CS rt2R  5’-
TGCTGTCTGGAATAGCATCG-3’. A quantificacdo da expressdo do gene EuniP5CS foi
realizada via PCR quantitativo em tempo real (RT-gPCR), utilizando o sistema de PCR em
tempo real CFX384 Real Time PCR system (BioRad, Hercules, CA, EUA) com SYBR Green
I (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) de acordo com as instru¢des do protocolo do fabricante.
As reacdes foram realizadas em um volume total de 10 puL contendo 5 puL de ¢cDNA diluido
(1:100), 0.2X SYBR Green I, 0.1 mM dNTP, 1X tampdo de PCR, 3 mM MgCl,, 0.25 U
Platinum Taq DNA Polimerase (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e 200 nM de cada primer
(reverse e forward). As amostras foram analisadas com quintuplicata bioldgica e
quadruplicata técnica em uma placa de 384 po¢os. Um controle sem amostra também foi
incluido. As reacdes de PCR foram realizadas da seguinte forma: um passo inicial a 94°C
durante 5min seguido por 40 ciclos de desnaturacdo a 94°C durante 15s, anelamento a 60°C
durante 15s, extensdo a 72°C durante 10s. A analise da curva de melting foi programada no
final do PCR na faixa de 65 a 99°C e a temperatura aumentou 0.5°C a cada passo. O threshold
e as linhas de base foram determinados manualmente utilizando o software gerenciador Bio-
Rad CFX.

A quantificagdo do mRNA de EuniP5CS foi calculada utilizando o método Delta-
Delta Ct (AACt) (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). O método AACt quantifica a expressdo de
genes utilizando nos célculos a expressdo de genes de referéncia que possuem expressdo
invariavel independente das condi¢bes e do local da expressdo. A presenca de genes de
referéncia no célculo permite a normalizacdo, evitando diferencas de expressdo devido a
quantidades inicias diferentes de amostra. Calculou-se inicialmente o ACt de cada amostra,
subtraindo os valores de Ct (threshold cycle ou limiar do ciclo) do gene de referéncia
escolhido nesse estudo dos valores de Ct do gene EuniP5CS. O Ct é definido como o numero
de ciclos necessarios para o sinal de fluorescéncia alcancar um limiar especifico (delimitado
na fase exponencial de amplificacdo de deteccdo) e inversamente correlacionado com a
quantidade inicial do transcrito de interesse presente na reacdo (SCHMITTGEN; LIVAK,
2008). Para calcular o AACt utilizou-se a seguinte formula: AACt = ACt (amostra) — ACt
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(amostra normalizadora). Tendo o AACt, o valor da expressdao génica foi calculado da
sequinte forma: RQ = 2% Dessa forma obteve-se as relacBes da expressdo do gene
EuniP5CS entre os controles e tratados de cada grupo do experimento. Todas as amostras
possuiam quaduplicatas técnicas no RT-qPCR. A média dos valores para a expressdo do gene
EuniP5CS de cinco replicatas bioldgicas foram entdo calculadas. Para comparar as diferencas
das expressdes do EuniP5CS em cada grupo e se essas diferencas eram significativas, foi
utilizado o teste t, ou teste t de Student. Os pardmetros da distribuicdo de duas colunas e duas
amostras assumindo variancias desiguais foram estabelecidos. As médias foram consideradas

significativas quando P <0.05.

4.6 Selecdo dos genes de referéncia para anélises de expressdo por RT-gPCR

Seis genes de referéncia foram testados para esse experimento: B-Tubulina (TUB2),
Glicerol-3-Fosfato Desidrogenase (GAPDH), Ciclofilina (CYP), Ubiquitina Ligase E3 (E3),
Histona H2A (H2A) e Histona H2B (H2B) (VANDESOMPELE, 2002; REBOUCAS et al.,
2013). A quantificacdo dos genes foi feita via RT-gPCR usando a mesma mistura de reacao
utilizada para o gene EuniP5CS, o mesmo método para a quantificacdo da expressao dos
genes e as mesmas reagdes de PCR. A escolha dos melhores genes de referéncia para esse
experimento foi feita utilizando o programa geNorm (MESTDAGH et al., 2009).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdo e anélises da sequéncia EuniP5CS

A partir do genoma e do transcriptoma da E. uniflora foi possivel identificar por meio
de andlises in silico uma sequéncia do gene P5CS em E. uniflora, nomeada de EuniP5CS.
Embora a maioria das espécies de plantas em que o P5CS foi estudado apresentem dois genes
P5CS nos seus genomas (TURCHETTO-ZOLET; MARGIS-PINHEIRO; MARGIS, 2009),
espécies com apenas um gene também ja foram reportadas, como é o caso da espécie E.
grandis, a qual apresenta somente um gene P5CS assim como E. uniflora. Essa sequéncia do
EuniP5CS encontrada apresenta um comprimento de 6745 pb e codifica uma proteina de 734
aminoacidos. A estrutura da sequéncia do gene possui 20 exons e 19 introns, a qual é
conservada no gene de outras espécies de plantas (Figura 5). Andalises com PFAM
(http://pfam.xfam.org/) mostraram que a sequéncia EuniP5CS apresenta os dominios amino
acido kinase (PF00696 - AA kinase) e a familia aldeido desidrogenase (PF00171 - Aldedh)

que sdo conhecidos por estarem conservados no P5CS de outras espécies (ZHOU et al., 2016).
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Figura 5. Estrutura génica do P5CS. A estrutura génica do P5CS é conservada entre as espécies. Na imagem
os blocos em cinza correspondem aos éxons e o tamanho do bloco corresponde ao tamanho da sequéncia do
éxon. As espécies Eucalyptus grandis, Eugenia uniflora e Arabidopsis thaliana (gene P5CS1 e P5CS2)
apresentam 20 éxons e 19 introns.

Um alinhamento com poucas sequéncias de P5CS de plantas e o EuniP5CS foi
realizado com o programa Muscle apenas para verificar a conservacdo dos aminoacidos entre
as sequéncias. O alinhamento mostrou que as sequéncias de P5CS possuem uma estrutura
conservada, com sitios de alta similaridade (Figura 6). Para entender a estrutura da sequéncia
de aminoé&cido predita pelo EuniP5CS, um alinhamento multiplo de sequéncias foi realizado
com o programa Muscle com a sequéncia do gene P5CS de outras espécies de plantas obtidas

no banco de dados do NCBI (National Center for Biotechnology Information). O resultado da
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comparagdo mostrou que o comprimento e a estrutura do gene sdo conservados na E. uniflora,
apresentando alta similaridade com as outras sequéncias de P5CS (>72%), sendo a mais alta
similaridade com a sequéncia de Eucalyptus grandis (90.14%). A partir desse segundo
alinhamento multiplo das sequéncias, foi analisada a relacao filogenética do EuniP5CS com o

P5CS de outras espécies.

0Osa_P5CS2 MGRGGIGGAGLVAAVAKADVENTDSTRGFVKDVKRI I IKVGTAVVTGPNGRLAMGRLGALCEQVKQLNFEGYEVILVTSGAVGVGRQRLKYRKLVNSSFADLQNPQMDMDGKACAAVGQS
05a_PSCS1 ~ =------=c=seceeeaa- MASVDPSRSFVRDVKRVIIKVGTAVVSRQDGRLALGRVGALCEQVKELNSLGYEVILVTSGAVGVGRQRLRYRKLVNSSFADLQKPQMELDGKACAAVGQS
EuniP5CS MPTRPRGTKGL - - DELKAADGNMDS TRAFVRDVKRLVVKVGTAVATQADGRLALGRLGAL CEQIKELNSQGYEVIMVTSGAVSLGRQRLRYRKLVNSSFADLQKPQVELDGKACAAVGQS
Egr_P5CS MPVRTTGTTPR- - - LAEHGTPSMDSTRAF IGDVKRLVIKVGTAVVTRSDGRLALGRLGALCEQIKELNLQGFEVILVTSGAVGLGRQRLRYRKLVNSSFADLQKPQNELDGKACAAVGQS
Ath_P5CS2 - - - -MTEIDRSRAFAKDVKRIVVKVGTAVVTGKGGRLALGRLGATCEQLAELNSDGFEVILVSSGAVGLGRQRLRYRQLVNSSFADLQKPQMELDGKACAGVGQS
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Osa_P5CS1 GLMALYDMLFNQLDVSSSQLLVTDSDFENPKFREQLTETVESLLDLKVIPIFNENDAISTRKAPYEDSSGIFWONDSLAGLLALELKADLLILLSDVDGLYSGPPSEPSSKITHTYIKEK
EuniP5CS SLMALYDTLFSQLDVTSAQLLVTDHDFKSVDFRMQLNE TVQSLLSLTVVPIFNENDAVS TRKAPYEDSSGIFWONDSLAAL LALELKADLLILLSDVEGLYSGPPSDPKSRLIRTYIKER
Egr_P5CS SLMALYDTLFSQLDVTSAQLLVTDHDFKSIEFRKQLSETVQSLLSLTVVPIFNENDAVSTRKAPYEDSSGIFWONDSLAALLALELKADLLILLSDVEGLYSGPPSDPKSRLIRTYIE-K
Ath_PSCS2 SLMAYYETMFDQLDVTVAQMLVTDSSFRDKDFRKQLSE TVKAMLRMRVIPVFNENDAIS TRRAPYKDS TGIFHONDSLAALLSLELKADLLILLSDVEGLYTGPPSDSTSKLIHTFIKEK
Ath_P5CS1 SLMAYYETMFDQLDVTAAQLLVNDSSFRDKDFRKQLNE TVKSMLDLRVIPIFNENDATS TRRAPYQDSSGIFWONDSLAAL LALELKADLLILLSDVEGLYTGPPSDPNSKLIHTFVKEK
¥Ee %; se_SERE; 8:88.% 8 . % AF SEE:ie 3 BiSISEESSE:eRE: FH.Se:SeSSEEEREE A8 SEREREEA:eeeS EEeIERR; Siiiti:.
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EuniPSCS HQGEITFGDKSRLGRGGMTAKVSAAVNAAQAGIPVVITSGYAPESILKVLQGEDIGTLFHADAHLWVQCKDVSARDMAVAARE SSRNLQAISSEDRRKILLDIADAL EANQEQIMKENKA
Egr_P5CS HQGEITFGDKSRVGRGGMTAKVNAAFNAAKAGIPVVITSGYAPENILKVLQGEDIGTLFHRDAHLWARSRDVTAREMAVAARE SSRNLQAL SSEDRSKILLDIADAL EANQEQIMKENEA
Ath_P5CS2 HQDEITFGEKSKLGRGGMTAKVKAAVNAAYGGVPVIITSGYAAENISKVLRGLRVGTLFHQDAHLWAPVVDT TSROMAVAARE SSRKLQAL SSEDRKQI LHDIANALEVNEKTIKAENDL
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Egr_P5CS SSLLNIPQAESFHHEYTSMACTIEIVDDVQEAIDHIHQHGSAHTDCITAEDDEVVE TFLQQIDSAAVFHNAS TRF CDGARFGLGAEVGISTSRIHARGPVGVEGLLTTRWILRGNGQVVD
Ath_P5CS2 SAKLNIPETKSFHHEYSSKACTVE IVEDVYGAIDHIHQHGSAHTDCIVTEDSEVAEIFLRQVDSAAVFHNASTRF SDGFRFGLGAEVGISTSRIHARGPVGVEGL LT TRWIMRGKGQUVD
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Osa_P5CS2 GDKGVVYTHRELPLQ----------
Osa_P5CS1 GDKDVVYTHKSLPLQ- - Z
EuniP5CS GDKGVTYTHRDLPI--- 2
Egr_P5CS GDKGVSYTHRDLPIQS---------
Ath_P5CS2 GDNGIVYTHKDLPVLQRTEAVENGI
Ath_P5CS1 GDNGIVYTHQDIPIQA---------
PR

Figura 6. Alinhamento multiplo de sequéncias proteicas do gene P5CS. Os acessos das sequéncias no NCBI
sdo: Osa_P5CS2 (Oryza sativa) NP_001044802; Osa_P5CS1 (Oryza sativa) BAA19916; Egr_P5CS (Eucalyptus
grandis) XP_010067456; Ath_P5CS2 (Arabidopsis thaliana) NP_191120; Ath P5CS1 (Arabidopsis thaliana)
NP_181510. EuniP5CS (P5CS Eugenia uniflora). Residuos idénticos nas seis sequéncias sdo indicados por
asterisco.

Uma arvore filogenética foi reconstruida para analisar a relagéo evolutiva entre o gene
EuniP5CS e o P5CS de outras espécies (Figura 7). A analise filogenética revelou dois
principais grupos, um agrupa as sequéncias do gene P5CS de espécies de plantas
monocotiledéneas e o outro de eudicotiledéneas, resultado que corrobora com estudos de
evolucdo do gene (WANG et al., 2017; CAO et al., 2015; TURCHETTO-ZOLET; MARGIS-
PINHEIRO; MARGIS, 2009). O P5CS de E. grandis e E. uniflora estdo proximamente
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relacionadas, ambas espécies pertencentes a familia Myrtaceae. Além disso, um BLAST no
NCBI com a sequéncia proteica do EuniP5CS mostrou como resultado o P5CS de Eucalyptus
grandis, com uma identidade de 90%, e-value de O e cobertura de 100%.

Como uma enzima limitante, P5CS possui um papel importante na biossintese de
prolina. Nesse estudo, foi identificado e caracterizado o EuniP5CS, o primeiro gene P5CS
obtido de E. uniflora, e seu envolvimento no estresse hidrico é discutido. O EuniP5CS
apresentou as caracteristicas de outros genes P5CS e também possui homologia e alta
similaridade com as sequéncias de P5CS de outras espécies. Os dominios que o gene

apresenta sdo conservados em Varios organismos eucariotos e em alguns procariotos.
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Figura 7. Arvore filogenética do gene EuniP5CS e de P5CSs de outras espécies. Relacdo filogenética do
EuniP5CS com EgrP5CS (Eucalyptus grandis P5CS), GmaP5CS (Glycine max P5CS), BniP5CS (Boehmeria
nivea P5CS), PtrP5CS (Populus trichocarpa P5CS), RcoP5CS (Ricinus communis P5CS), AthP5CS1
(Arabidopsis thaliana P5CS1), AthP5CS2 (Arabidopsis thaliana P5CS2), VunP5CS (Vigna unguiculata P5CS),
NtaP5CS (Nitraria tangutorum P5CS), SitP5CS (Setaria italica P5CS), ZmaP5CS (Zea mays P5CS), OsaP5CS1
(Oryza sativa P5CS1), TaeP5CS (Triticum aestivum P5CS), OsaP5CS2 (Oryza sativa P5CS2) e MacP5CS
(Musa acuminata P5CS). NUmeros entre parénteses referem-se ao codigo de acesso das sequéncias no NCBI.

5.2 Analises dos parametros fisioldgicos

5.2.1 Peso das plantas
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As plantas do experimento foram pesadas em seus potes no inicio e ao final do
experimento para avaliar a disponibilidade de agua no solo. Como existiam 5 grupos de
replicatas dentro de cada populacao, foi feita uma média dos 5 valores encontrados para cada
tratamento e os resultados sdo mostrados na figura 8. No dia 0, todas as plantas apresentavam
pesos semelhantes. No dia 5 do experimento, o peso de todas as plantas caiu, porém a partir
desse dia as plantas controle de ambas as popula¢des ndo apresentaram mais queda de peso,
enquanto que as plantas sob estresse hidrico apresentaram.

Ao final do experimento, as plantas que passaram pelo estresse possuiam um peso
menor comparado com as plantas controles. Essa diferenca de peso provavelmente ocorreu
devido a maior disponibilidade de agua no solo das plantas controle e aos solos pobres em
agua das plantas tratadas. Dessa forma pode-se dizer que as plantas tratadas estavam de fato

passando por um periodo de seca.
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Figura 8. Peso das plantas inicial e final. O dia O representa o inicio do experimento, quando todas as plantas
ainda estavam com boa irrigagdo. Os pesos dos dias 5, 8 e 14 sdo referentes as plantas ao final do respectivo
tratamento. RS Controle e RJ Controle referem-se as plantas controle do experimento, enquanto que RS Seca e
RJ Seca referem-se as plantas dos tratamentos de estresse hidrico. Os asteriscos indicam que existe diferenca
significativa entre os pesos de plantas controles e tratadas (seca) no dia 14 do experimento.
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5.2.2 Condutancia estomatica

A condutancia estomatica das plantas do experimento foi avaliada a fim de verificar o
comportamento dos estdbmatos durante o periodo de estresse hidrico. A condutancia
estomatica para as plantas de E. uniflora esta apresentada na figura 9. As plantas que
passaram pelo periodo de seca por 5 dias e 8 dias ndo apresentaram diferencas significativas
de conduténcia estomatica entre plantas controles e tratadas. Além disso, ndo houve diferenga
entre as populacdes do Rio Grande do Sul (mata ciliar) e do Rio de Janeiro (restinga).
Entretanto, aos 14 dias de estresse, as plantas tratadas, que passaram pelo periodo de estresse
hidrico, apresentaram uma reducdo significativa na condutancia estomatica em relagdo as

plantas controle desse periodo.
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Figura 9. Condutancia estomatica das plantas durante o experimento. Os numeros 5, 8 e 14 que
acompanham o nome RS Seca ou RJ Seca indicam os dias de tratamento do estresse hidrico. RS Controle e RJ
Controle sdo referentes as plantas controle do experimento. Os asteriscos no gréafico indicam valores
estatisticamente diferentes de condutancia estomatica entre plantas controle e tratadas (seca) no dia 14 do
experimento.

Sabe-se que a perda de 4gua muda a turgéncia das células guardas e modula o
fechamento estomatico (DE LACERDA, 2007). Além disso, em situacOes de baixa
disponibilidade de agua no solo, as plantas reduzem a perda de agua ao reduzir a condutancia
estomatica (FERNANDES DA COSTA; MARENCO, 2007). Dessa forma, pode-se dizer que
as plantas tratadas estavam passando por um periodo de seca aos 14 dias do experimento
devido a reducdo da condutdncia estomatica. A temperatura, concentracdo de CO2,

intensidade luminosa e umidade do solo afetam a taxa de fotossintese de plantas
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(MARENCO; LOPES, 2005). A regulacdo da abertura e fechamento dos estdmatos esta
relacionada com a intensidade de luz e o estado de hidratacéo das folhas, sendo o fechamento
dos estdmatos uma das primeiras respostas de plantas expostas a seca (AROCA, 2012). Dessa
forma, plantas que passam por periodos de estresse hidrico, apresentam alteracbes no
parametro de condutancia estomatica, podendo ele ser utilizado como indicador de deficiéncia
de 4gua (DE OLIVEIRA et al., 2004). Como a avaliagdo da expressdao do gene EuniP5CS
dependia que as plantas estivessem passando por um periodo de estresse, 0 parametro de
condutancia estomatica foi importante como indicador de que as plantas tratadas estavam

passando por um periodo de estresse hidrico.

5.2.3 Potencial hidrico

Medidas de potencial hidrico (W) foram realizadas com as folhas das plantas do
experimento. Os resultados mostraram que ndo houve diferencas significativas dos potenciais
hidrico das folhas durante o primeiro e segundo tratamento de seca (5 e 8 dias) entre plantas
controle e tratadas e nem entre as populacfes. Apenas no terceiro periodo de seca, aos 14 dias
de tratamento, foram encontradas diferengas entre plantas controle e tratadas (Figura 10).

A &gua esta constantemente buscando um equilibrio no sistema solo-planta-atmosfera,
indo de acordo com a tendéncia de se mover de locais onde apresenta maior energia para
aqueles onde o nivel energético € menor (DE LACERDA, 2007). O potencial hidrico nada
mais € que o potencial quimico da dgua em um sistema, expresso em unidades de pressdo. A
bomba de pressdao do tipo Scholander, utilizada nesse experimento, mede a pressao
hidrostatica negativa (tensdo) que esta presente no xilema das plantas. O xilema, que até entdo
estava sob tensdo, foi cortado para ser colocado dentro da coluna do equipamento e, nesse
momento, a agua foi puxada para dentro dos capilares do xilema. A cdmera foi pressurizada
com gas comprimido até que a agua retornasse a superficie do corte. A pressdo que aparecesse
no mandmetro nesse momento foi anotada e corresponde ao ¥ da folha que foi utilizado para
construir o grafico da figura 10.

O potencial hidrico indica o estado energético da folha e os valores de potencial
explicam os fluxos de agua no sistema solo-planta-atmosfera (BERGONCI et al., 2000).
Quando a planta perde agua e a taxa de absor¢do € menor que essa taxa de perda, o potencial
hidrico da folha diminui (tendendo a se tornar mais negativo) podendo levar a reducédo da taxa
de fotossintese e fechamento dos estdomatos (FERNANDES DA COSTA; MARENCO, 2007).

Esses quadros podem ser encontrados principalmente durante periodos de seca (AROCA,
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2012). Os resultados encontrados nesse experimento de seca estdo de acordo com essa
afirmacdo, pois quando o potencial hidrico estava muito negativo (no periodo de 14 dias de
estresse), foi justamente quando a condutancia estomatica também estava reduzida, indicando

o fechamento dos estdmatos.
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Figura 10. Potencial hidrico das plantas. RS controle e RJ Controle referem-se as plantas controle do
experimento, enquanto que RS Seca e RJ Seca referem-se as plantas dos tratamentos de seca de 5, 8 e 14 dias.
As medidas de potencial dos dias 5, 8 e 14 referem-se as plantas do respectivo tratamento. Os asteriscos no
grafico indicam valores estatisticamente diferentes de potencial hidrico entre plantas controle e tratadas (seca) no
dia 14 do experimento.

5.3 Andlise do padréo de expressao do gene P5CS de E. uniflora por RT-gPCR

5.3.1 Selecdo de genes de referéncia

Para ser utilizado o método de quantificacdo de expressdo génica por RT-qPCR, foi
necessario determinar inicialmente quais seriam o0s melhores genes para serem utilizados
como referéncias nos célculos para a normalizacdo. Cada gene de referéncia foi testado em
todas as condi¢bes do experimento para verificar quais apresentavam maior estabilidade na
expressao durante os tratamentos. Apds os calculos de expressdo relativa com os resultados
do RT-gPCR, as médias dos valores foram inseridas no programa geNorm. Como resultado, o
geNorm estabeleceu que os genes H2A e E3 sdo 0s genes que menos variaram a expressdo

nas folhas das plantas de E. uniflora nas condigdes do experimento de estresse hidrico, sendo



29

eles os melhores genes para serem utilizados como genes de referéncia nos calculos de

expressdo do gene EuniP5CS (Figura 11).
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Figura 11. Valores das médias de estabilidade de expressédo (M) dos candidatos a genes de referéncia apds
anélises do geNorm. Os valores de M mais baixos dos genes H2A (Histona H2A) e E3 (Ubiquitina Ligase E3)
indicam que eles tém a expressdo mais estavel nas folhas de Eugenia uniflora. TUB2 (B-Tubulina), CYP
(Ciclofilina), H2B (Histona H2B) e GAPDH (Glicerol-3-Fosfato Desidrogenase).

5.3.2 Perfil de expressdo do EuniP5CS em condices de estresse hidrico

Para verificar se 0s genotipos das plantas provenientes da restinga e da mata ciliar
apresentavam alguma diferenca de expressdo do gene EuniP5CS antes de iniciar o
experimento de estresse hidrico, foram comparadas as expressdes do gene nos controles das
plantas desses ambientes utilizando as medidas do nivel de mMRNA do EuniP5CS obtidas pelo
RT-gPCR. Os genes Ubiquitina Ligase E3 (E3) e Histona H2A (H2A) foram utilizados como
genes de referéncia para os célculos da expressdo do EuniP5CS, observados nesse estudo
como sendo os normalizadores ideias para folhas de E. uniflora pela anélise do geNorm.

As andlises estatisticas demonstraram que existem diferengas de expressdo do P5CS
entre plantas controles provenientes da restinga e plantas controle provenientes da mata ciliar:
EuniP5CS das plantas provenientes do ambiente de Mata Ciliar no Rio Grande do Sul
apresentaram maior expressao do que o EuniP5CS das plantas provenientes da restinga do Rio

de Janeiro (Figura 12). Esse resultado pode estar relacionado com algum mecanismo de
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adaptacdo das plantas de mata ciliar que interfere na regulacdo da expressdao do gene. S&o

necessarios mais estudos para identificar possiveis reguladores da expressdo do gene.

Expressao do gene EuniPSCS comparando genotipos do
RJ e RS
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Figura 12. Analise por RT-qPCR da expressdo do gene EuniP5CS nas plantas controle do RJ e RS. Niveis
de expressdo do gene EuniP5CS de plantas controle dos genotipos do RJ e RS. Em todas as plantas controle, a
expressdao do EuniP5CS foi significativamente maior nas plantas da regido de mata ciliar (RS). As plantas
controle estdo separadas em trés tempos apenas como forma de replicata do resultado.

Para analisar se o nivel de expressdo do gene EuniP5CS sofre alteracdes durante o
estresse hidrico, foi medido o nivel de mRNA do EuniP5CS, durante o experimento de
estresse hidrico, por meio do RT-gPCR. Como mostra a figura 13 (A e B), os niveis de
expressdo durante o estresse variam conforme o genétipo. As plantas provenientes de
ambientes de restinga (amostras da praia de Grumari, Rio de Janeiro) apresentam diferencas
significativas da expressao do gene EuniP5CS entre plantas controle e tratadas durante os dois
primeiros tratamentos de seca (5 dias e 8 dias de estresse), sendo que as plantas tratadas
apresentam maior expressao do gene EuniP5CS. Apenas no ultimo tratamento, aos 14 dias de
estresse, € que nao existe diferenca significativa, fato que pode ser atribuido ao valor de
desvio padrdo alto (Figura 13, A). Ja as plantas provenientes de ambiente de mata ciliar
(amostras do RS), apenas no primeiro tratamento de seca, aos 5 dias de estresse, possuem
diferencas significativas da expressdo do gene, com expressao menor do gene EuniP5CS nas

plantas tratadas (Figura 13, B). Essa menor expressao nas plantas tratadas pode ter ocorrido
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devido a maior expressdo do EuniP5CS encontradas no genotipo das plantas controle do RS
comparadas com o gen6tipo do RJ. Dessa forma, por possuir maior expressdo antes de iniciar
0 estresse hidrico, elas poderiam ja possuir um mecanismo de adaptacdo, ndo sendo

necessario aumentar a expressao do gene EuniP5CS.
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Figura 13. Analises por RT-gPCR da expressdo do gene EuniP5CS durante os periodos do estresse
hidrico. (A) Niveis de expressdo do gene EuniP5CS de plantas do RJ (Restinga) sob condigdes de estresse
hidrico. A expressdo do EuniP5CS aumentou nas plantas tratadas do RJ nos dias 5 e 8 do experimento
comparado com as plantas controle. (B) Niveis de expressdo do gene EuniP5CS de plantas do RS (Mata Ciliar)
sob condigdes de estresse hidrico. A expressdo do EuniP5CS é menor nas plantas tratadas do RS comparado com
as plantas controle no dia 5 do experimento. Os niveis de expressao foram calculados utilizando o método 244,
(Livak & Schmittgen, 2001). O nivel de transcritos acumulados nas plantas sdo relatados por expressao de quatro
replicatas técnicas e cinco replitacas bioldgicas. A letra C indica as plantas controle e a letra T as plantas tratadas
(seca).
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As plantas de restinga podem ter aumentado a expressao do EuniP5CS durante o
estresse hidrico por pertencerem ao genétipo que nas plantas controle possuiam menor
expressdo do gene. Os valores de expressdo do gene tdo varidveis mesmo entre grupos de
replicatas biologicas, o que pode ter ocasionado os desvios padrdes altos, podem ter
acontecido pelo fato da Eugenia uniflora ser uma planta nativa e ndo um cultivar.

O actmulo do aminoécido prolina em plantas induzido por estresses abidticos ja foi
observado em muitas espécies (VERBRUGGEN; HERMANS, 2008) e o nivel de prolina
acumulado em plantas estd correlacionado com o aumento da expressdao do gene P5CS,
principalmente em respostas a estresses hidricos e salinos (ZHOU et al., 2016)(CHEN et al.,
2009). Baseado nas andlises de RT-gPCR desse experimento, é possivel verificar que a
expressdo do EuniP5CS responde a estresses hidricos nas plantas de restinga, podendo estar
relacionada a tolerdncia da Eugenia uniflora a ambientes como o de restinga, devido ao
possivel acimulo de prolina apds o aumento da expressao do EuniP5CS. Entretanto, a funcao
precisa do gene EuniP5CS e a proteina codificada em resposta ao estresse ainda ndo € bem
compreendida. Estudos futuros do gene P5CS em Eugenia uniflora e de possiveis
mecanismos regulatorios do gene serdo importantes para o entendimento do papel do gene e
da tolerancia a estresses relacionado a prolina nessa espécie bem como para melhor entender

os possivel envolvimento desse gene em processos de adaptacao local dessa espécie.
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6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Nesse estudo, foi identificado um gene P5CS em Eugenia uniflora (EuniP5CS), o qual
foi caracterizado quanto a sua estrutura e relacionamento filogenético. A expressdo do gene
EuniP5CS sob estresse hidrico foi quantificada por RT-gPCR. Os resultados mostraram que o
EuniP5CS é um membro da familia do P5CS e possui alta similaridade com outras sequéncias
de P5CS de outras espécies. A expressdo do EuniP5CS nas folhas estd regulada durante o
estresse nas plantas no RJ, indicando um possivel fator importante para a resisténcia de
Eugenia uniflora a estresses abioticos, principalmente ao estresse hidrico. Entretanto, a
funcéo precisa do gene EuniP5CS e a correlagdo com o acumulo de prolina ainda precisa ser
melhor estudada, assim como possiveis mecanismos de regulacdo da expressdo do gene como,
por exemplo, microRNAs. Esforcos para investigar os mecanismos moleculares de adaptacéao
a estresses em Eugenia uniflora, entre eles o papel do gene P5CS, sdo fundamentais para
entender os mecanismos de adaptacdo dessa espécie a ambientes tdo contrastantes como o de

restinga e mata ciliar.
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